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ABSTRACT

DETERMINATION OF ALLERGIC PROTEIN CONCENTRATIONS IN
POLLEN and POLLEN MORPHOLOGY of Morus alba L., Paulownia
tomentosa L. and Quercus robur L. in GAZIANTEP

GOZUBUYUK, Asiye
M.Sc. in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Isikk Didem KARAGOZ
June 2019
50 pages

Antigens and their derivatives, which trigger the immune system and cause allergic
reactions, are called allergens. Many volatile allergens are water-soluble proteins or
glycoproteins, usually between 15 and 50 kDa. To date, allergen proteins from many
different sources have been purified and identified. Almost anything that has a
protein structure can show allergenic properties and every allergen source can
contain a large number of allergic structures. Within the scope of this study, the
concentrations of protein which may be allergenic to the pollen of Morus alba L.,
Quercus robur L. and Paulownia tomentosa widely used for landscaping in
Gaziantep province were investigated. Pollen samples were collected and extracted
during dissemination periods (April to May). Concentrations of extracted pollen
proteins were determined and compared to protein concentrations of standard
allergen kits ready for use in clinical practice. The results were recorded for
evaluation. BCA Protein Assay Kit was used to determine pollen protein
concentrations. In the study carried out in accordance with the protocol of the Kit, the
solutions prepared by diluting pollen specimens were measured with a 562 nm
wavelength spectrophotometer (Thermo Multiskan Go) and concentrations (pg / ml)
were determined by the equation. The panel was purged of a basis for work to be

done to expand the panel.

Keywords: Allergen, Pollen, Morus alba L., Quercus robur L., Paulownia

tomentosa L.



OZET

GAZIANTEP’TEKI Morus alba L., Paulownia tomentosa L. ve Quercus robur L.
POLEN MORFOLOJISi ve POLENLERDEKI ALERJIK PROTEIN
KONSANTRASYONLARININ BELIRLENMESI

GOZUBUYUK, Asiye
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji
Damisman: Dog. Dr. Isikk Didem KARAGOZ
Haziran 2019
50 sayfa

Immiin sistemi tetikleyen ve alerjik reaksiyonlarin olusmasina neden olan antijen ve
tiirevleri, alerjen olarak isimlendirilir. Birgok ugucu alerjenler genellikle 15-50kDa
arasinda bulunan ve suda ¢6ziinebilen proteinler veya glikoproteinlerdir. Bugiine
kadar yapilan ¢alismalarda bir¢ok farkli kaynaktan alerjen proteinleri saflastirilmis
ve tanimlanmistir. Protein yapisma sahip olan hemen her sey alerjen oOzelligi
gosterebilir ve her alerjen kaynagi ¢cok fazla sayida alerjik yap1 icerebilir. Bu calisma
kapsaminda Gaziantep ilinde yaygin olarak peyzaj amaglh kullanilan Ak Dut (Morus
alba L.), Sapli Mese (Quercus robur L.) ve Prenses Agaci (Paulownia tomentosa L.)
Polenlerinin alerjenik olabilecek protein konsantrasyonlar1 arastirilmistir. Polen
ornekleri disseminasyon donemlerinde (Nisan-Mayis aylar1) toplanmustir ve ekstre
edilmistir. Ekstre edilen polen proteinlerinin konsantrasyonlari belirlenmis ve klinik
uygulamalarda hazir olarak kullanilan standart alerjen kitlerin protein
konsantrasyonlari ile kiyaslanmistir. Sonuglar degerlendirilmek iizere kaydedilmistir.
Polen protein konsantrasyonlarmmin belirlenmesinde BCA Protein Assay Kit
kullanilmistir. Kit icerigindeki protokol dogrultusunda yapilan calismada polen
orneklerinin belirli oranda diliie edilerek hazirlanan soliisyonlar1 562 nm dalga
boyunda spektrofotometre cihazi (Thermo Multiskan Go) ile Olglilmiis ve
konsantrasyonlar (pg/ml) belirlenmistir. Boylece alerji panellerinin genisletilmesi

icin yiiriitiilecek ¢aligmalara bir temel olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Allerji, Polen, Ak Dut, Sapli Mese, Prenses Agaci
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BOLUM 1
GIRIS
Diinya niifusunun % 25’1 kadarmi etkileyen alerjik reaksiyonlar, hassas yanit1 olan
kisilerde yabanci maddelere (antijenler) tepki olarak viicutta Immiinoglobin E (IgE)
tiretilmesi ile tetiklenir [1]. Avrupa niifusunun % 15’1 kadar1 mevsime bagl alerjik
rinit, cocukluk ¢agindakilerin % 15-20’s1 atopik dermatit ve diinya genelinde ise 300
milyona yakin kisi astim rahatsizlig1 gekmektedir [2, 3, 4].

Bitkilerin polenlenme ve bu polenleri dagitma (disseminasyon) zamani farklidir.
Buna ek olarak polen taneciklerinden kaynakl antijen {iretimini artiran hava kirliligi
de farkl alerjik yanitlarin olusmasina yol agan diger bir faktordiir [5]. Yapilan ¢esitli
calismalar kapsaminda kentsel ve kirsal bolgelerde yasamini siirdiiren kisilerin polen
alerjisine kars1 farkli immiin yanitlar verdikleri ve kentte yasamin siirdiiren kisilerde
polen alerjisinin goriilme sikligmin kirsalda yasayanlara oranla daha ¢ok oldugu

saptanmustir [6].

Alerjik reaksiyonlara neden olan en 6nemli molekiil grubu proteinlerdir. Alerjik
reaksyonlara neden olan proteinler proteazlar, ligand baglayan proteinler, yapisal
proteinler, patojenez-iliskili proteinler, lipid transfer proteinleri, profilinler ve
kalsiyum baglayan proteinler olarak islevleri ve yapilar1 farkli ¢esitli siniflara
ayrilirlar. Polen alerjisine neden olan grup ise patogenez-iligkili 10 [PR-10]
proteinler, profilinler, kalsiyum baglayan proteinler ve ekspansinler olmak {izere dort

ana gruba ayrilir [7, 8].

Bugiine kadar yapilan proteomik ¢alismalar kapsaminda polen alerjenlerinin genel
itibari ile molekiil agirliklar1 10-70 kDa arasinda, suda ¢dziinebilen proteinler veya
glikoproteinler olduklari, aralarmdan bazilarinin yiliksek pH’ya ve sicakliga direngli

olduklar1 saptanmistir [9].



Dutgiller (Moreceae) ailesinden Ak Dut agaci, Pavlonya (Scrophulariaceae)
ailesinden Prenses Agaci ve Mesegiller (Fagaceae) ailesinden Sapli Mese
Gaziantep’teki halka acik park ve bahgelerde yaygin olarak peyzaj amagl kullanilan
agaclardir. Ak Dut polenlerinin 6zellikle polen sagma doneminde (Nisan-Mayis)
astim, alerjik rinit ve alerjik konjonktivit gibi alerjik tablolar1 tetikledigi
bilinmektedir [10, 11, 12].

Bu tez ¢aliymasinin amaci; Ge¢misten giiniimiize kadar polen alerjisi lizerine yapilan
proteomik ¢aligmalar 1s131nda Ak Dut (Morus alba L.), Sapli Mese (Quercus robur
L.) ve Prenses Agaci (Paulownia tomentosa L.) polenlerinin alerjen protein
konsantrasyonlarimi belirlemek ve deri prick testlerde hali hazirda kullanilan ticari

alerjen kitler ile alerjen protein konsantrasyonlarinin kiyaslanmasidir.

1.2 GENEL BILGILER
1.2.1 ALERJi

Alerji, benzer orandaki antijenlere maruz kalan insanlardan bazilarinin viicudunda
gerceklesen asir1 hassasiyet reaksiyonudur. Bu asir1 hassasiyet reaksiyonu dogal
immiin yanit islevinin bozulmasi ile ortaya ¢ikar. Immiin yanitin neden oldugu bu
bozukluklara aswr1 duyarhilik hastaliklari da denmektedir. Asir1  duyarlilik
reaksiyonlari, liretilen antikor ve etki yoluna gore dort farkl gruba ayrilmaktadir. Bu

gruplar Tip I, Tip I, Tip 111 ve Tip 1V alerjik tepkimelerdir [13, 14].

Tip I olarak adlandirilan alerjik tepkimeler genel olarak saman kaynakli nezle
vakalarinda goriiliir ve alerjenler viicut icerisinde IgE {iretimini baslatir. Tepkime ile
iretilmeye baslayan IgE, mast ve bazofil hiicre yiizeylerine tutunur ve alerjenler ile
tekrar karsilastiklart zaman inflamatuvar araci madde salgilanmasi ile alerjik
tepkimeler gergeklesir, bu duruma da alerjik reaksiyonun erken fazi (Sekil 1. 1) denir
[14]. Alerjene maruz kalma siiresine bagl olarak ge¢ faz (Sekil 1. 1) Tip I alerjik

reaksiyon meydana gelir ve kronik inflamasyon olur.
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Sekil 1.1 Alerjik Reaksiyonlarm Erken ve Geg¢ Fazi

(http://www.alerjiklinigi.com/alerjik-ve-non-alerjik/, Erisim tarihi: 21.06.2019)

Tip II alerjik reaksiyon, IgG ve IgM antikorlarinin varliginda olusur. Bu antikorlar

hiicre membrani iizerinde alerjenle tepkimeye girerek hiicre bozunmasina neden olur.

Tip III alerjik reaksiyonda, alerjenler IgG, IgM, IgA antikorlarla veya IgE’den olusan
kompleksler ile doku inflamasyonuna sebep olur. Bu tip yanitlara genelde ilag,

yabanci tiirlerin serumlari, yiyecekler, organik ve inorganik tozlar neden olur.

Tip IV alerjik reaksiyonlarda ise yanit1 gecikmis asir1 duyarlilik olarak bilinir.
Dokular tizerindeki inflamatuvar tepkime, alerjen tarafindan uyarilmis T lenfositleri

tarafindan tretilen sitokinler araciligi ile meydana gelmektedirler [9, 14].


http://www.alerjiklinigi.com/alerjik-ve-non-alerjik/

1.2.2 Alerji Mekanizmasi

Alerji mekanizmalarinda rol alan en 6nemli elemanlar; inflamatuvar aract maddeler,
degisik hiicre yapilart ve degisik yolaklardir. Bu yolaklar igerisinde en
onemlilerinden bir tanesi TH2 lenfositlerin diizenlenmesi ile IL-4 ve IL-5 salinimidir.
IL-4, THO hiicrelerinden TH2 olusumunu tetikleyerek B hiicrelerinden IgE
iretiminin baslamasma neden olur. Mast ve bazofil hiicreleri ilizerinde bulunan
alerjen-IgE baglanmasi, hiicrelerin sitoplazmalarinda bulunan graniilleri serbest
birakmasima neden olarak inflamatuvar etki elemanlarmin, lipid mediyatorlerin ve
sitokinlerin sentezlenmesi ve salinmasma sebep olur. IL-5 ise erigkin kok
hiicrelerden eozinofil hiicre olusumunu tetikleyerek alerjik inflamasyon olusumunu

saglar ve miktar1 artirir [15].

Tip I alerjilerde 6nemli bir yere sahip olan IgE antikoru, 1967 yilinda tanimlanmistir
[49]. Alerjik hastaliklarda verilen immiin yanitta 6nemli bir rol alan bu molekiil
temel olarak farklilasmaya ugramis B hiicreleri aracilifiyla iiretilir. Iki hafif ve iki
agir zincirden olusmaktadir ve diger siif antikorlardan farklihik gésterir. EK olarak
IgE antikoru 1gG antikorundan farkli olarak; 4 agir zincir sabit domeni
bulundurmaktadir. Alerjenlerin baglanma kismi, agir ve hafif zincirleri tizerindeki
degisken domenlerde bulunur. Bununla beraber, IgE antikoru yiiksek ve diisiik

afiniteli IgE reseptorlerine FC fragmenti ile baglanir [16].



IgE antikorlar1 ile beraber mast hiicreleri de alerjik reaksiyonda onemli bir yer
almaktadir. IgE antikorlarinin mast hiicreleri ylizeyindeki yiiksek-afiniteli baglanma
noktalarma baglanmasi ve alerjenlerin de IgE antikorlarina baglanarak IgE’ler
arasinda capraz baglant1 olusmasmin ardindan mast hiicreleri sitoplazma igerigini
disar1 vermek sureti ile degraniile olur [90]. Bu nedenle inflamatuvar histamin,
triptaz, yeni iretilmis lipid I6kotrien C4, prostaglandin D2 ve sitokinler (TNF)
salinmaya baslar [17].

IgE baglanmasi ile baslayan mast hiicrelerinin aktivasyonunun disinda; IgE, B
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan ve diisiik afiniteye sahip baglanma noktalarmma da

baglanarak bu hiicrelerin isleyisini etkiler [90].

Bunun yaninda, IgE antikoru ile iligkili baglanti noktasi iiretimi B hiicreleri
ylizeyinde bulunan reseptorler iizerinde de etkiye sahiptir. IgE antikoru seviyesindeki
yiikselis B hiicreleri tizerindeki reseptorlerinin de artmasini saglayarak alerjik yanitin

olusmasina katkida bulunmus olur [4].
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Sekil 1.2 Hiicre Reseptorii

(nttps://www.google.com/search?g=b+h%C3%BCcre+resept%C3%B6r%C3%BC&safe=active&rlz=
1C1GCEA_enTR809TR809&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiz9paQsgPjAhWsxaY
KHe43CvsQ_AUIESgC&biw=1366&bih=657#imgrc=00uEz56Gy0YDRM:)



1.3 Alerjiyi Tetikleyen Cevresel Etmenler
1.3.1 Alerjenler

I¢ ortamlardaki alerjenler ev akar1 tozu, kedi ve kdpek tiiyii, Aspergillus, hamam
bocekleri basta gelmektedir [58]. Bu alerjene maruz kalan bireylerin duyarlilagmasi,
alerjenlere maruz kalmasi, ne kadar sire maruz kaldigi, yast ve genetik
yatkinliklarina gore degismektedir [19, 20, 21]. Erken yasta ki maruziyetin alerjik
etkileri arttirdigi, astima sebebiyet verdigini savunan calismalarin yani swra tam
tersini yani viicudun bagisikliligmi arttirdigini savunan ¢alismalarda mevcuttur [22,
23, 24].

Ayrica kirsal kesimde yasayanlarin alerji ve astim prevalansi sehir merkezinde
yasayanlara oranla kiyaslandiginda genel olarak daha diisiik oldugu belirlenmistir

[25].

1.3.2 Enfeksiyonlar

Yapilan epidemiyolojik g¢alismalarla ¢ocuk yasta ortaya cikan astim ataklarmin
bircogunun solunum yolu enfeksiyonlar1 ile ilgili oldugu belirlenmistir. En sik
rastlanan viriisler ise solunum sinsistyal viriisli, adenoviriis, influenza viriisleri tip A

ve B, rinoviriis, parainfluenza viriisleridir [26, 27].

Bu virtislerin alerji mekanizmasimi tetiklemesi, kalici hasara yol agmasi, astima yol
acmas1 ve karmasik patojenik mekanizmalar1 baglatmasi bir¢ok caligma ve tartismaya
konu olmustur [28]. Bunun yani sira bazi karsit ¢alismalarda ise RSV ve kizamik
gibi erken ¢ocukluk donemi hastaliklarinin astima karsi koruyucu olabilecegi one

stirtilmektedir [29, 30].

‘Hijyen hipotezi’ olarak One siiriilen bu calismada infeksiyonlara erken dénemde
maruz kalmanin, bireylerin immiin sistemini nonallerjik yola yonlendirerek alerjik ve

astim hastaliklar1 riskini azaltacagi diistintilmektedir [31].

1.3.3 Sigara

Dogum 6ncesi ve sonrasi sigara dumanina maruz kalan ¢ocuklarin akciger geligimini
olumsuz yonde etkiledigi ve alerji, astim riskini Onemli dlgiide arttirdigi
bilinmektedir [32]. Tiitlin tirlinlerine maruz kalan eriskinlerde akciger hassasiyeti ve

astim riski de artmaktadir [33].



1.3.4 Hava Kirliligi

I¢ ortam havasi dis ortama gére cok daha fazla kirletici bulundurmaktadir. i¢ ortam
Kirleticileri ise tiitin dumani ve buharlari, pestisid i¢eren temizlik malzemeleri,
binanin yapiminda kullanilan boya, izolasyon maddeleri, kiif, ev akarlari, hamam
bdcekleri en yaygin olanlardir. Bu maddelere maruziyet akciger hassasiyeti ve astim
ile iliskilendirilmis en yaygm kirleticilerdir [32]. Dis ortamda hava kirliligine maruz
olan bireylerde akciger gelisiminde kisitlanma olmakla beraber, astima neden olup

olmadig1 bilinmemekte ve tartigilmaktadir [34].

Hava kirliligindeki artmalarla birlikte astim alevlenmelerinin de arttigr yoniinde

birgok ¢aligma mevcuttur [35, 36].

1.3.5 Diyet

Astim ve alerjik hastaliklarin gelisiminde ¢ok fazla hazir gida tiikketimi, antioksidan
yoniinden zengin sebze ve meyve tiiketiminde azalma, margarin ve islenmis yaglarda
bulunan doymamis yag asitleri aluminda azalmanin risk faktorlerini arttirdigi

saptanmustir [37].

Yesil gidalarla beslenme, C,E,D vitaminleri igeren besinler ile beslenmenin astim
gelisimi agisindan olumlu yonde etki ederek astim riskini azalttig1 bazi ¢alismalarla
gosterilmistir. Fakat ¢ocuk ve erigkinlerde astimi1 6nlemek ve astim semptomlarini

diizenlemek amaci ile diyete ek antioksidan alinimini desteklemektedir [38].

1.4 Alerji Hastalarinda Klinik Bulgular

Allerjik rinit (AR), klinik tablolarda nazal mukozanin alerjene maruz kalmasmdan
sonra ortaya c¢ikan IgE antikoru baglantili asir1 duyarlilik ile karakterize, burnun
inflamatuar semptomlu bir hastali1 olarak bilinir. I[gE’nin bazofil ve eozinofile etkisi
ile bircok mediator aktif hale gelerek mukozal 6dem, mukus salgisinda artis ve
vaskiiler permeabilite artis1 yoluyla burun tikanikligi, burun akintisi, hapsirma ve

diger bulgular1 olugsmaktadir [39].

AR’li hastalarda allerjenin tespit edilmesi, korunma ve immiinoterapi i¢in ¢cok dnem
teskil etmektedir. Allerjenler, in vivo cilt testleri (deri prick testler) ile ya da in vitro

(serolojik) testler ile belirlenir. In vitro testler arasda IgE l¢iimii, histamin testi ve



allerjen IgE 6l¢limii yer alir. Alerjen IgE tespitinde immiinoradiometrik teknikler

(RAST, F/N Mrast, ELISA, vb) kullanilir [40].

1.5 Klinik ve Laboratuvar Destekli Alerji Tanis1
1.5.1 Alerjen Deri Testi (Skin Prick Test)

Alerjen deri testi (SPT) ilk olarak 1973’te Blackley tarafindan polen duyarliligini
gostermek amaci ile tasarlanmis bir yontemdir [41]. Bu yontem bebeklerde ve
cocuklarda alerjen duyarliligima bakmak i¢in pratik ve son derece giivenli bir yoldur.
Bu yontemde standart tek veya cift-e§imli lanset kullanilarak, az miktarda
standardize edilmis alerjen epikiitan olarak verilir. Alerjik bireyin viicudunda,
uygulamasi yapilan alerjene karsi histamin salgilanip salgilanmadigi deri lizerindeki
kizariklik capma gore degerlendirilip pozitif veya negatif reaksiyon olarak belirlenir.
Deri lizerinde meydana gelen kizariklik veya benzeri yapmin ¢apt mm cinsinden
Olgiiliir ve elde edilen sonug, pozitif kontrol olarak uygulanmis histamin’in deri
iizerinde olusturdugu kizariklik ¢ap1 ve negatif kontrol olarak olarak uygulanmis
¢cOziicii’niin kizariklik capi ile kiyaslanir. Olusan kizarikligin ¢api genel olarak >3
mm oldugunda pozitif reaksiyon olarak kabul edilmektedir [42, 43, 44].

Deri prik testi ve uygulanan diger tan1 yontemlerine ek olarak taninin giivenilirligini
artirmak amaci ile uygulanan diger bir test ise nazal provakasyon testidir. Bu test,
kontrollii olarak uygulamasi yapilan alerjenlere karsi nazal mukoza boliimiinde
olusabilecek yanitin anlasilmasma olanak saglar. Bu tepki; kasinma, aksirma, burun
akintisi, nazal mukozada 6dem olusumu ve hava akimina karsi olusan direng ile

tanmimlanir [45].

Klinikte kullanilan in vivo tanilama ydntemlerine ek olarak teknolojik ilerlemeler
sayesinde yeni laboratuvar testleri de gelistirilmistir. Alerjen-spesifik IgE
antikorlarmin serum icerisindeki veya bazofil hiicreleri {izerindeki miktarlar1 in vitro
olarak saptanabilmektedir. In vitro yontemler; net miktar belirlenmesi, giivenilirlik

ve ilag reaksiyonlarini ortadan kaldirmasi gibi pozitif yonlere sahiptir [46].

Alerjen-antikor iliskisinin saptanabildigi ELISA testinde ise plastik ylizey {izerine
kaplanmig antijenlere kars1 antikor varlig1 enzim ile igsaretlenmis ikinci bir antikor ile
arastirillir. Son zamanlarda ise mikrogip teknolojisi, saflastirilmis dogal alerjenlere

veya gelistirilmis alerjenlere kars1 IgE dlclimiine olanak saglamaktadir. Bu teknoloji



sayesinde diisiik miktardaki serum 6rneginde bile ¢cok sayida alerjene karsi spesifik

IgE belirlenmesini miimkiin kilmaktadir [47, 48, 49].

1.6 ALERJENLER

Immiin sistemin uyarilmasini saglayan ve alerjik reaksiyonlarm olusmasina sebep
olan antijenlere alerjen denir. Cogu alerjen biyolojik menseili olup temel inhalan
alerjenler; polenler, mantarlarin (kiif, fungus) sporlari, bakteri, ev tozu akarlari, evcil
hayvan epidermisleri, baz1 yiyecek alerjenleri ve bocek aglarmi kapsamaktadir [50].
Dogal ¢evreden koken alan ve tanimlamasi yapilan bir¢ok inhalan alerjenler ortalama
10-50 kDa arasinda olan ve suda ¢Oziinebilen proteinler veya glikoproteinlerden

olugmaktadirlar [5].

Proteinlerin alerjenitesi, genelde iki agidan incelenir: Immiinojenisite ve ¢apraz
reaksiyonlar srrasmda gosterdikleri 6zelliklerdir. Immiinojenisite, bu proteinlerin
IgE antikorunun salinmasini tetikleme Ozelligini; ¢apraz reaksiyonlar ise IgE
antikorunun hedef alinan proteinle reaksiyona girebilme 6zelligini belirtir. Bunlara
ek olarak protein(lerin) IgE baglayabilme potansiyeline ek olarak klinik bulgu
olusturabilmesi de 6nemlidir ¢iinkii proteinlerin klinik bulgu olusturmasinda fiziksel

ozellikler ve immiinolojik 6zellikler dnemlidir.

Bugiline kadar yapilan gesitli ¢calismalar sonucunda bir¢ok farkli kaynaktan 6nemi
yiiksek alerjen proteinler izole edilmis ve belirlenmistir. Bu belirlenen alerjenler,
ozellikleri ve yapilarina gore farkli protein ailelerinde smiflandirilmastir.

En ¢ok taninan alerjenler, spesifik olmayan lipid transfer proteinleri, depo proteinleri,
patogenez-iligkili protein ailesi 10 proteinleri, profilinler, kalsiyum baglayabilen
proteinler, serum albiiminler, tropomiyosinler ve lipokalinler gibi protein ailelerinin

tyeleridir [49].

Alerjenlerin tiimii i¢in ya da epitoplar1 i¢in bilinen tek biitiinlestirici yap1 yoktur.
Ancak her bir tiir, bu tiire ait 6zel alerjen epitopuna sahiptir ve bu epitopa karsi
dretimi yapilan antikorlar, sadece bu tiire ait olan epitopuna baglanir. Bununla
beraber biyolojik olarak birbirlerine yakin olan tiirlerde ayn1 ya da benzer yapilarda
alerjenler bulunabilir. Bir proteine kars1 iiretimi yapilan antikorlar ayn1 ya da benzer

yapida iretimi yapilan farkli tiirlerin proteinlerine de baglanabilme ozelligi



gosterebilirler. Bunlarin sonucu olarak cross-reactivity (“capraz baglanma”) olarak

adlandirilan reaksiyon gergeklesir [49, 99].

Alerjik bir reaksyonun tetiklenmesi i¢in, IgE antikoru Fab kolu sayesinde antijene,
Fc kolu ile de mast ve bazofil hiicrelerinin yiizeyinde bulunan spesifik antikor
reseptorlerine (FceRI) baglanir. Minimum iki IgE molekiiliiniin antijene baglanmasi
durumunda ise FceRI reseptorleri arasinda c¢apraz baglanma olarak adlandirilan

durum meydana gelir ve hiicre i¢i sinyallesme baslamis olur [47].

Yapilan arastirmalarda, proteinlerin biyolojik aktivitesinin de alerjenite {izerinde
etkisinin oldugu saptanmistir [52]. Enzimatik aktivitesi olan proteinlerin alerjenik
reaksiyonlar1 baglatma olasiliklar1 daha yiiksektir ve alerjenler cesitli biyolojik
aktivitelere sahip olabilirler. Belirlenen bazi alerjen mekanizmalarinda biyolojik
aktivitesinin alerjenlerin etkinligi tizerine dogrudan katkisi olabilecegi iddaa

edilmektedir [53].

1.6.1 Polen Alerjenleri

Polenler, ¢icekli bitkilerin erkek gametlerini bulunduran béliimlerdir. Biyolojik islevi
disi gametofitini dollemektir. Polenler dogada c¢esitli sekil ve boyutlarda (12-300 um
capimda) bulunabilirler. Polen taneciklerinin dis yiizeyi ekzin olarak isimlendirilir ve
sporopollenin olarak adlandirilan bir tabakadan meydana gelir. Bu yap1 polen
taneciklerini fiziksel ve kimyasal etkilerden korumada biiyiik rol oynar. Intin ise
polen yap1 ve seklini desteklemese bile iceriginde organeller, vejetatif ve generatif

hiicreleri bulunduran sitoplazmayi sarar [54, 55].

Polenlerin neden oldugu alerjenler genelde suda ¢Oziinebilen proteinler ya da
glikoproteinlerdir. Bu proteinler genellikle 10-70 kDa arasinda molekiiler agirliga
sahiptir ve bazilarmm sicaklik ve pH toleranslar1 degismektedir [9]. Polen
alerjenlerini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda bu alerjenlerden
baslicalari; Bet v homolog proteinler, profilinler, kalsiyum baglayan proteinler ve
ekspansinler olmak tizere dort grupta incelenmektedirler [13, 8]. Alerjik reaksiyona
neden olan ve bilinen baglica polen alerjenleri ile alerjen kaynaklar1 Tablo 1.1° de

belirtilmistir.
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Sekil 1.3 Cesitli Polen Tiplerinin Elektron Mikroskobu Gortintiisii

Tablo 1.1 Morus nigra L.ve Quercus robur L Tanimlanan Bazi1 Alerjen Proteinler

Morus nigra L

Quercus robur L

Alerjen

Morn 3

Queal

Tip

Agag

Agag

Anahtar kelime

Nonspecific lipid transfer

protein type 1

Pathogenesis
protein PR10

related

Smif

IUIS

IUIS
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1.7 Bitki Sistematikleri ve Genel Bilgiler

1.7.1 Morus alba L. (Akdut) Taksonomi

Smif: Equisetopsida
Altsinif: Magnolididae
Usttakim: Rosanae
Takim: Rosales
Familya: Moraceae
Cins: Morus

Tiir: Morus alba L.

Dutgiller (Moraceae) ailesinin {iyesi akdut (Morus alba L.) temel olarak Cin,
Japonya, Tayland ve Malezya menseilidir. Giinlimiizde Dogu ve Bat1 Amerika dahil
olmak iizere diinya genelinde yetisebilmektedir. Morus alba L. Cin'in dogal bir
tiiriiyken, Morus nigra L. (Kara Dut) iran'in, Morus rubra L. (Mor Dut) ve Morus
microphylla Buckl. (Texas Dutu) Kuzey Amerika'nin dogal tiirlerindendir. Ayrica
Morus australis (Cin Dutu), Morus indica (Hindistan Dutu), Morus serrata
(Himalaya Dutu) tiirleri de bulunmaktadir. Tiikiye’de ise Erzincan, Elazig, Ankara,
Malatya ve Tunceli olmak iizere hemen her bolgede yetismektedir [56].

Bu tiirlin agaglari, genellikle 18-20 m boylarina ulasabilen, kigin yapraklarin1 déken
ve genig goriiniimlii bir yapiya sahiptir. Derin toprakli bolgelerde daha i1yi gelisme
gostermektedir. Ihman iklimde, sicak, gilinesli bolgelerde de gelisme gosteren bitki
soguk hava sartlarma da dayaniklidir. Govde kabuk kismu hafif gridir ve yapraklari
yesil, kalp seklindedir (Sekil 1.2). Akdut agaci ilkbaharda g¢igek acip 2 cm
uzunlugunda yesile calan sar1 renkte cicekler a¢gmaktadir. Meyve biiytkliikleri
farklilik gostermekle beraber beyaz, beyaz-pembe renktedir (Sekil 1.9). Bu agaglarda
polen yayilimi riizgar yolu ile gergeklesmektedir.

Ak Dut polenlerinin neden oldugu rahatsizliklar igerisinde astim, alerjik rinit ve

alerjik konjonktivit gibi alerjik hastaliklar vardir [12].
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Sekil 1.4 Morus alba L. genel yaprak, dal, meyve goriintiisii

(http://www.gezenadam.com/flora/Al.php?ID=40 Erisim Tarihi: 21.06.2019)

Sekil 1.5 Morus alba L. genel yaprak, dal, meyve gorintiisii
(http://www.gezenadam.com/flora/Al.php?1D=40 Erisim Tarihi: 21.06.2019)

Ak Dut polenlerinin alerjenitesi ile ilgili literatiirde genis bir bilgi yoktur.
Dolayisiyla giiniimiize dek bu aga¢ polenlerinden herhangi bir alerjen protein de
tanimlanmamistir. Bu calisma ile alerjenitesi belirlenen Ak Dut polenlerinin IgE
baglayan proteinleri saptanmis, daha 6nceden tanimlanmis alerjenlerle karsilastirmali
olarak incelenmis ve potansiyel alerjenik proteinler bulunmustur. Bdylece
alerjenlerin tanimlanmasi ve alerji panellerinin genisletilmesi ic¢in yiiriitiilecek
calismalara bir temel olusturulmus, alerjik hastaliklarin tani1 ve tedavisine yeni bir

bakis agis1 getirilmesi amaglanmustir [12].
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Sekil 1.6 Morus alba L. Cigek ve Yeni Olusan Yapraklari ve Meyvesi

(https://www.dinlence.xyz/2018/12/04/dut-meyvesi-ozellikleri-ve-faydalari/ Erisim
Tarihi: 21.06.2019)

76:Lengih = 57,58 m

2 LN
R |5 st
‘r‘-’*

73 Lengh =T2.98 ym
T4: Length = 69,54 ym
72 Length=7278 pm

B75 Length = 67,83 ymd

Sekil 1.7 Morus alba L. Polen Goriintiisii X40
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1.7.2 Quercus robur L. (Saph mese)

Smf: Equisetopsida

Altsinif: Magnoliidae

Usttakim: Rosanae

Takim: Fagales

Familya: Fagaceae

Cins: Quercus

Tiir: Quercus robur L.
Kaymgiller (Fagaceace) familyasina ait olan bu agac tiirli temel olarak karigik
ormanlarda ve diinya iizerinde glines alan tiim alanlarda yayilis gosterebilen bir agag
tiiridlir. Boyutlar1 30-40 metre civarinda olan, 2m’ye kadar genislige ulasan, genis,
daginik ve oval ta¢ goriiniislii bir agagtir. Yapraklari ¢ok kisa sapli olup, dip tarafa
dogru daralma gostermektedir ve iki adet kulak memesi goriiniimiinde bir yap1 ile
sonlanir. Iki yiizii tilysiiz, iist yiizeyi koyu yesil, alt yiizeyi ise mavimsi-yesildir.
Agacin yetigsmesi i¢in uygun olan toprak kil ve aliivyon igeren yapiya sahip, Ph 4.5-
7.5 degerlerine sahip, genel olarak ortalama yagisin 350 mm’nin iizerinde oldugu ve

su tutma kapasitesi yliksek olan topraklardir [103].

Tirkiye tizerindeki dagilimi genel olarak Akdeniz ve Ege bolgesinde ¢ok yayilim
gostermez. Bu bolgeler haricinde tiim bolgelerimizde bu agag¢ tiiri yayilis
gostermektedir. Halk arasinda Mese agaci kabuklarindan yapilan ¢aylarm, mide ve

bagirsak kanamalarina iyi geldigine inanilir [103].
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Sekil 1.8 Quercus robur L. genel yaprak, dal, meyve goriiniimii

(https://travel.sygic.com/en/poi/quercus-robur-poi:20376558 Erisim Tarihi:
21.06.2019)

Sekil 1.9 Quercus robur L. Yaprak ve Palamut Goriiniimii

(https://nurserylive.com/buy-medicinal-seeds-online-in-india/quercus-robur-english-
0ak-0-5-kg-seeds-plants-in-india Erisim Tarihi: 21.06.2019)
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Sekil 1.10 Quercus robur L. Polen Morfolojisi X40

Sekil 1.11 Quercus robur L. Polen Morfolojisi X40
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1.7.3 Paulownia tomentosa (Prenses Agaci)

Smif: Magnoliopsida
Usttakim: Asteranae
Takim: Lamiales
Familya: Paulowniaceae
Cins: Paulownia

Tur: Paulownia tomentosa

Scrophulariaceae familyasma ait bir agac tiiri olan Paulownia tomentosa diger
adiyla Prenses Agacit ya da Tiyli Pavlonya olarak bilinmektedir. Bu agag tiirii
genellikle 7-15m arasinda uzunluk gostermektedir. Koyu gri govde kabugu geng
donemlerinde catlaksiz ve lentiseller belirgindir, ileri yaslarda bir metreye kadar ¢ap
yapabilmektedir. Kisin yaprak déken bu agag tiirii 15-30 cm boyunda, 10-20 cm
genisligindeki kalp bigimli yapraklarin saplar1 10-15 cm uzunlugundadir. Sivri uglu,
bazen 3 hafif loplu olan yapraklar iist yiizii yesil, alt yilizii gri-yesil renkli ve
tiylidir. Genel olarak 1liman iklimlerde sicaklik istekleri yiiksektir. Kaba yapili
topraklarda, hafif ve orta killi topraklarda rahatlikla yetisirler. Bu agag tiirliniin
alerjik reaksiyonlara katkis1 ve icerdigi alerjenler ile ilgili tanim literatiirde

bulunmamaktadir (http://agaclar.org/agac.asp?id=1068 Erisim Tarihi: 21.06.2019).
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Sekil 1.12 Paulownia tomentosa L. Genel Goriiniimii

(https://www.frozenseeds.com/products/empress-tree-seeds-paulownia-tomentosa
Erisim Tarihi: 21.06.2019)

) 108: Lenglh = 83,83 ym
113: Length = 85,05 ym
109: Length = 60,62 pm

112: Length = 7473 pm

111: Lengin = 66,89 ym

Sekil 1.13 Paulownia tomentosa L. Polen Morfolojisi X40
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1.8 Alerjenik Protein Tamimlanmasinda Kullanilan Stratejiler

Son donemlerde, proteomik metodlar alerjik reaksiyon ¢alismalarinda basarili bir
sekilde kullanilmaktadir. Alerjenler iizerine yapilan caligmalar ve tanimlanmisg
alerjenlerin sayisi giin gegtikce artmaktadir. Bunlardan ¢ogu amino asit dizisi
seklinde veri bankalarina kaydedilmis olup farkli alerjen gruplar1 seklinde
smiflandirilmistir. Bu sayede protein gruplarina ait veriler yeni alerjenlerin
tanimlanmasi1 agisindan da Onem tasmmaktadir [57]. Bu tanimlama stratejileri
kullanilarak elde edilen alerjen proteinler standart hale getirilerek alerji testlerinde
kullanilmaktadirlar. Ayrica daha sonra yapilacak polen ve alerji ¢alismalar1 i¢cinde

kaynak olusturmaktadirlar.

Daha 6nce tanimlanmamis yeni bir alerjenin tanimlanmasi i¢in iki esas yaklagim
izlenebilir. Bu yaklagimlardan 1ilki, protein aymrma ve protein tanimlama
yontemlerinin birlesimi, digeri ise protein mikrogip yontemidir. Genel itibariyle ilk
yaklasim yeni bir alerjenin bulunmasinda ¢ok tercih edilirken, protein mikrogip
yaklasimi genel olarak klinik uygulamalarda hangi alerjene hassasiyet oldugunu

tespit etmede kullanilmaktadir [58].

Alerjik reaksiyona neden olan bir kaynaktan izole edilen proteinlerin ayrisimi alerjen
tanimlanmasinda ilk basamagi olusturmaktadir. Elde edilen bu proteinlerin
ayristirilmasinda temel olarak kullanilan yontem iki boyutlu jel elektroforez
yontemidir. Bu metotda proteinler molekiiler agirliklarina gore ayrilirlar. Ayirim

isleminin ardindan jel boyanarak proteinler goriiniir hale getirilir [59].

Spesifik alerjen IgE tespitinde immunoradiometrik yontemler (RAST, mRAST,
ELISA, kemiliiminometrik analiz) kullanilir. RAST ( Radio Allergo Sorbent Test)
sisteminin igerisinde bilinen en etkili testtir. Duyarlilig1 %60-80 olan 6zgiilligii ise
%90’dan fazladir. RAST pozitif ise hastalar biiyiik oranla IgE duyarlidir [60].

Nazal smear ise alerjik ve alerjik olmayan rinitlerde, 6zellikle enfeksiyona bagl
gelisen hastaliklarin tanisinda kullanilir. Burun akintist lam iizerine yayilip giemsa
ise boyanarak 151k mikroskobu yardimi ile incelenir. Eozinofil hiicreleri sayilarak

toplam hiicre sayisina orant %I15°den fazla ise nazal eozinofilden bahsedilir.
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Duyarlilig1 diisiik fakat 6zgilliigl yiiksek bir testtir. Eozinofilin goriilmemesi ya da

az goriilmesi alerjik riniti ekarte ettiremez [61, 60].

Deri prick testi, hazir olarak bulunan alerjen ¢ozeltileri lanset, steril enjektdr uglari
yada 0zel olarak hazirlanmis alerjen igneleri ile deriye enjekte edilerek uygulanir.
Deriye kiigiik ¢izikler atilarak alerjenin deriye sizmasi ile kizariklik, kasinti, sisme
gibi tepkiler beklenir [62]. Pozitif deri testi sonuglar1 bireyde her zaman alerjik bir
blinyeyi gostermez. Bir¢cok kiside deri testleri duyarliligi saptandigi halde bu
bireylerde herhangi bir alerjik hastalik olmadigi goriilmektedir. Bu tip bireyler

‘asemptomatik atopik’ olarak tanimlanir [63].

Intradermal test ise prensip olarak deri prick testi ile aymdir. Hazir alerjen
kitlerindeki sosliisyonlar derinin biraz daha altina enjekte edilerek uygulanir.
Viicudun tepkisi beklenerek sonuclandirilir. Cilt testleri yapilmadan 6nce kullanilan
ilaglar sonuglar1 olumsuz etkileyebilir bu sebeple antihistaminik ilaglar test

yaptirmadan bir hafta 6nce kullanmay1 birakmak gerekir [64].

Yama testi kontakt dermatit (temas egzemasi) olan hastalara uygulanir. Egzemaya
sebep olan maddeleri belirlemek amaci ile deriye yapistirilan bir bant ile 48 ile 72

saat bekletilerek sonu¢ almabilir.

Kan testlerinde ise IgE miktarmi 6lgmek i¢in yapilir.
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BOLUM 2
LITERATUR OZETi

Demirhan (2014) tarafindan yapilan calismada Istanbul’da yaygimn olarak bulunan Ak
Dut ve Mavi Atlas Sediri polenlerinin alerjenik proteinleri arastirilmig, bu arastirma
sonucunda polen proteinleri ekstre edilmis ve bu ekstreler onceden ¢esitli agac
polenlerine alerjik oldugu saptanmis hastalara ve sagliklt oldugu bilinen bireylere
deri prik ve nazal provokasyon testleri ile uygulanmis ve veriler degerlendirilmistir.
Daha sonra uygulanan yontemler ve yapilan deneyler ile birlikte ortaya ¢ikan veriler
sonucunda tanimlanan alerjenik proteinler veri bankalar1 ile kiyaslanarak

degerlendirilmistir.

Feridun (2015) tarafindan yapilan tez ¢alismasinda Avrupa’da yayilis gostermeyen
Alnus orientalis polenlerindeki major alerjenlerin kromatografik yontemlerle
saflastirilmast amaglanmis ve bunu saglamak i¢in toplanan polen 6rnekleri SDS-
PAGE ve Western Blot yontemi kullanilarak immiinoblotlar yapilmis ve major
alerjenlerin belirlenmesi, bu immiinoblotlar ile Betulaceae familya taksonlarindan en
az birine kars1 duyarliligi olan 40 olgu ve kontrol grubu olarak 40 non-atopik olgu
iizerinden gerceklestirilmis, belirlenen major alerjenler ¢esitli yOontemler ile

saflastirilmistir.

Evren (2005) tarafindan yapilan yiiksek lisans g¢aligmasinda Trakya bdlgesinde
tretimi yapilan Gramineae familyasma ait 5 tiiriin (Triticum aestivum L. Sacale
cereale L. Oryza sativa L. Avena sativa L. Hordeum vulgare L.) alerjen polenlerinin
morfolojileri 151k ve elektron mikroskobu ile incelenmis ve bu tiirlerden polen
ekstreleri hazirlanmistir. Elde edilen ekstreler ve morfolojik incelemeler daha sonraki

calismalara kaynak saglamak acisindan kaydedilmistir.
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Sahin (2015) tarafindan yapilan yiiksek lisans tez ¢alismasinda Istanbul’da yayilis
gosteren Servigiller ailesinden Akdeniz Servisi ve Sabin Ardici polenlerinin alerjenik
proteinleri arastirilmis. Polenler tozlasma donemlerinde toplanarak polen ekstreleri
hazilanmistir. Hazirlanan polen ekstreleri belirli oranlarda diliie edilerek alerjik rinit
hastalarma ve herhangi bir alerjik reaksiyon gozlenmemis olan saglikli bireylere deri
prik ve nazal provokasyon testleri ile uygulanmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda
klinik testler ve deneysel asamalar birlestirilerek degerlendirilmistir. Bu veriler

dogrultusunda alerjen protein tanimlamalar1 yapilarak veriler kaydedilmistir.

Arif Hikmet (2013) tarafindan yapilan uzmanlik tezinde Denizli ili bdlgesindeki
atmosferdeki polen dlgiimiinii gerceklestirip, bununla beraber ayni zamanda alerjik
rinit klinik tanili hastalarm kliniklere basvuru siklig1 ve hasta sikayeti arasindaki
iligkisinin karsilastirilmas1 amaglanmig ve bu arastirmalar sonucunda aylara gore
kulak burun bogaz alerji poliklinigine bagvuran hasta sayis1 ile toplam polen yiikii
arasinda anlaml iliski saptanmistir. Hastalarin bagvuru semptom skoru ile toplam

polen yiikii arasinda anlamli iligki saptanmustir.

Nazan ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan calismada Gaziantep bdlgesindeki
olgularda duyarlama olusturan solunumsal alerjen spektrumunu belirlemeyi
amacglamislardir. Calisma kapsaminda alerjik hastaliklarla uyumlu sikayetlerle
hastaneye miiracaat eden olgularm deri prik test sonuglar1 retrospesifik olarak
belirlenmis, deri prik testi uygulanan 1627 hastadan 528’1 8 alerjenden en az birine
kars1 duyarlanma gosterdigi saptanmistir. Calisma kapsaminda en sik rastlanan alerji

etkeni Phleum pratensis L. oldugu saptanmustir.

Nilglin (2009) tarafindan Gaziantep ilinde yapilan ¢alisma kapsamimnda Kronik
oksiiriik sikayeti ile hastaneye basvuru yapan ¢ocuklarda allerjen profili belirlenmesi
amaglanmistir. Bu dogrultuda yapilan ¢alisma sonucunda calismaya dahil edilen 240
cocuktan 137’sinde en az bir alerjene kars1 duyarlilik saptandigi bildirilmis, en sik
duyarlilik %50,4 ile ¢imen polenlerine kars1 saptanirken, ikinci sirada %24,6 ile ev
tozu akarlari, ticlincii sirada ise %23,3 ile bugday poleninin geldigi bildirilmistir.

Calisma kapsaminda deri prik testleri esas almmustir.
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Gennaro ve arkadaglart (1991) tarafindan yapilan bir calismada Avrupa’daki
aeropalinoloji istasyonlarinda izlenen ve en ¢ok allerijiye neden olan 15 takson listesi

belirlenmis ve bu liste igerisinde Quercus taksonunun da bulundugu belirtilmistir.

Perihan ve arkadaglar1 (2010) tarafindan yapilan caligmada hava yollu yayilim
gosteren polenlerin  Tekirdag bolgesinde cm?de 2 yil icinde diisen polen
miktarlariin 6lglimleri ve takson arastirilmasi amaglanmistir, ¢alisma kapsaminda
yapilan calismalar sonucunda arastirilan bolgede en ¢ok bulunan polenler arasinda

Quercus spp. polenlerinin oldugu belirtilmistir.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda Paulownia tomentosa polenleri ile ilgili herhangi
bir caligmaya rastlanmamistir. Genis kapsamli olan polen alerjenleri {izerine
yapilacak calismalarda tlilkemizin iklim kosullar1 dolayisiyla sahip oldugu genis bitki
cesitliligi uygun kosullar saglamaktadir. Oncelik halk saghgi igin peyzajda sik
kullanilan bitkilere verilmesi yasam standartlarmi1 ve kalitesini yiikseltecegi
disiiniildiigiinden bu bitkilere verilmeli ve yapilacak ¢aligmalara dnciiliik saglamasi
amaciyla hazirlanan bu tezden faydalanilmasi bizler i¢in gurur vericidir. Literatiir
taramasi sonucunda alternatif deri prik testi kitlerinin hazirlanmasi ve standart hale
getirilmesi ile ilgili kapsamli ¢caligmalara da rastlanmamistir. Bu agidan yapilan bu
yiiksek lisans tezinin 6zgiin bir ¢calisma ve diger yapilacak calismalar i¢in kaynak

niteliginde olacag diisiiniilmektedir.
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BOLUM 3
MATERYAL METOD

3.1 Cahismada Kullanilan Cihazlar

Elek (Test elegi, Tiirkiye)

Pipet (Ependorf, Research Plus, Almanya)

Saf su cthaz1 (Merck, ABD)

Etiiv (Selekta, Ispanya)

Buz dolab1 (+4, Vestel, Tiirkiye)

Hassas terazi (Denver Instrument, Precissa, Isvigre)
Otoklav (HMC Hiroyama, Japonya)

Santrifiij (Heittich, Almanya)

Vorteks (Velp Scientifica, italya)
Spektofotometre (Thermo Scientific, ABD)
Desikator

Vakumlu desikator

Invert mikroskop (Nicon Eclips, ABD)
Pasteur pipet tabancasi (Capp Aid, Danimarka)

3.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Etanol (%96, Merck, Almanya)
Aseton (Merck, Almanya)

Bazik fuksin (Tekkim, Tirkiye)
Gliserin (9%99.5, Tekkim, Tiirkiye)
Asetik Fenil (Tekkim, Tiirkiye)
Bakar 11 siilfat (Tekkim, Tiirkiye)
Silika jel 60 (Merck, Almanya)
Entellan (Tekkim, Tiirkiye)
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3.3 Cahsmada Kullanilan Soliisyonlar

Coca Cozeltisi
Bovinie Serum Albumin (BSA, Serva, Almanya)
Bisinkonik Asit (BCA, Serva, Almanya)

3.4 Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler

Eppendorf tiip (ISO Lab, Almanya)

Falkon Tiip (ISO Lab, Almanya)

Lam- Lamel (ISO LAb, Almanya)

Parafilm

Kurutma Kagidi

Enjektor (ISO Lab, Almanya)

Enjektor Filtresi (ISO Lab, Almanya)

96 Kuyucuklu Plate ( SPL, Lide Sciences, Kore)
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3.5 Polenlerin Toplanmasi ve Calismaya Uygun Hale Getirme

Polen &rnekleri Gaziantep Universitesi, Merkez kampiis alani icerisinde bulunan ve
peyzaj amagli kullanilan Morus alba L., Quercus robur L., Paulownia tomentosa L.
tiirli agaclardan 2017 yilinda, disseminasyon donemlerinde steril eldivenlerle kagit
zarflara toplanmistir. Polenlerin erkek ¢icek kurullarindan dokiilmesi igin, erkek
cigek kurullar: 1 giin boyunca kurutma kagidinin {izerinde bekletilmistir. Daha sonra
polenler icerisinde bulunan nemin giderilmesi icin igerisinde Silka jel bulunan
desikatorde 24 saat bekletilmistir. Bu islem sirasinda desikatoriin hava almasi
engellenmistir. Nemi alinan polenler farkli gbzeneklere sahip eleklerden gegirilerek
en alttaki toplama kabinda biriktirilmistir. Toplama kabinda biriken polenler dijital
hassas terazide agirliklar1 belirlendikten sonra protein ekstraksiyonu i¢in muhafaza
edilmistir. Hassas terazide tartilan polenlere aseton ilave edilip ¢alkalanmis, yabanci
maddeler yiizdiiriilerek polenlerden ayrilmasi saglanmistir. Ependorflara boliinen
polen-aseton karigimlari +4 °C’de 11000 rpm’de 1 saat santrifiij edilmistir. Bu

orneklerin siipernatant kisimlari alinarak +4 °C’ye konulmustur [65].

Polenlerin dagilmasini saglamak icin steril bir igne ile karistirilarak homojen bir
yayilim gostermeleri saglanmistir, lamel ile kapatilan 6rnekler entellan kullanilarak
daimi preparat haline getirilmistir. Bu yontem ile hazirlanan preparatlar, polenlerin

intini ve protoplazmasimin goriilebilmesi agisindan oldukga kullanigli olmustur [65].

3.6 Gliserinli Jelatin Hazirlama

Polenlerin morfoloji incelenmesi ve daimi preparat hazirlama yOntemlerinde
kullanilan jelatin kapama yontemi i¢in 7 gr jelatin 42 ml distile su igerisinde
birakilarak sigsmesi saglanmistir. Daha sonra tizerine 50 ml gliserin koyduktan sonra
sicak su banyosunda homojen hale gelmesi i¢in 15 dk bekletilmistir, bakteri ve
mantarlardan korumak i¢in 1 gr fenol, safranin ya da %2-3 oraninda asetik fenil ilave
edilmistir. Bu karigim 80 °C’ye kadar isitilmig, boya maddesi olarak 1-2 ml bazik

fuksin eklenmistir, steril petrilere esit miktarda dokiilerek sogumaya birakilmigtir
[66].
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3.7 Polen Morfolojisinin incelenmesi

Polen morfolojilerinin mikroskop altinda incelenmesi icin Wodehouse yontemi
kullanilmistir. Bu yontem dogrultusunda; daha dnceden hazirlanan polen 6rnekleri
temiz bir lam {izerine alinarak polenlerin igerisindeki recine ve yaglar1 eritmek i¢in
%96’lik alkol damlatilmistir ve alkoliin ugmasinin saglanmasi igin 1sitici lizerinde
lamlar bekletilmistir. Bazik fuksin eklenmis gliserin jelatininden bir miktar alinarak

polenlerin {izerine konulmustur ve erimesi saglanmigtir [104].

3.7.1 Polen Ol¢iimleri

Polen morfolojisinin incelenmesi i¢in invert mikroskop kullanilmistir, daha 6nce
hazirlanan daimi preparatlar ile goriintiilenme islemi yapilmistir. Polenlerin ekzin,
intin kalmliklar1 Olgiilerek kaydedilmistir. Boylece polen morfolojisi incelemeleri

yapilarak daha sonra degerlendirilmek tizere kaydedilmistir [105].

3.8 Polen Ekstrelerinin Hazirlanmasi
3.8.1 Polen Ekstrelerinin Hazirlanmasinda izlenen Yol

1. Alerjen polenlerin olgunlagsmalarindan az dnce toplanip, kurutulmustur

2. Temizlenmesi: bu amagla polen biiylikliigiine gore gerekli eleklerden gegirilmistir
3. Saflik, temizlik kontroliiniin belirli 6rnek alma yontemleriyle mikroskop altinda
yapilmistir

4. Ozel ekstraktor igerisinde ekstrakte edilerek kaba filtrasyon santrifiigasyonlardan
gecirilmistir

5.Ince filtrasyon: 0.80 ve 0,45 mikron porlu filtrelerle

6. Kuru tarti: mg/ml degerinin saptanmasi amaciyla

7. Cozelti: elde edilen ekstrenin 6zel seyreltici ile istenilen konsantrasyonlara
indirgenmesi

8. Steril izolasyon: laminer kabinde, U.V. altinda, porlar1 0,22 mikron olan filtrelerle

yapilmigtir [65].
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3.8.2 Ekstraksiyon I¢in Gereken Maddeler

3.8.2.1 Coca Cozeltisi ve Hazirlanmasi
Polen igeriginde bulunan maddelerin ekstrakt olarak ¢ikabilmesi i¢in ekstraksiyon

materyali olarak “coca” ¢ozeltisi kullanildi. “Coca” ¢ozeltisi Pasteur Enstitiisiinde
uygulanan yonteme gore, asagida gosterildigi gibi hazirland1 [68]. Bu kapsamda 9 gr
NaCl, 3 gr NaHCOg3, 5 gr CgHsOH ve Distile su konularak toplam 1000 ml’ye

tamamlanacak sekilde hazirlanmistir [68].

3.8.2.2 Polen Ekstraksiyonu
Bu c¢alismada polenlerin saflik derecesi saptandiktan sonra igerdikleri etken

maddelerin ekstre edilebilmesi i¢in Aytug vd.[67] tarafindan uygulanmis olan
ekstraksiyon yontemleri kullanilmistir. Her polenden 500 mg tartilmistir ve 4.5 mlt
coca ¢Ozeltisi ilave edildi. Karisim +4 °C de manyetik karigtirici ile 24 saat
karigtirilmistir. Bu siirenin sonunda karigim 2750 devir/dakika olmak tizere 10’ar
dakika siireyle santrifiij edilerek polenler ¢okeltilmistir. Ustte kalan sivi tekrar
santrifiij edilmek tiizere ayrilmistir. Bu wuygulama sividan ¢okelen polen
kalmayincaya kadar 8 ile 10 kez tekrarlanmistir. Iginde polen artigi kalmamasina
ragmen ¢Ozeltinin diger tortulardan da arindirilabilmesi i¢in siizme (filtrasyon)

yontemi uygulanmistir [65].

3.8.2.3 Filtrasyon Islemleri
Ekstraksiyon sonucunda elde edilen ¢ozeltiler, Aytug ve dig. (1991) [67] uyguladig:

stizme isleminden gegirilmistir. Bunun i¢in santrifiij sonucunda elde kalan ekstraktin
lizerine “’coca’ ¢Ozeltisi eklenerek 5 ml ye tamamlandi ve “’coca’ ¢ozeltisi ile
islatilmis  kaba filtre kagidindan siiziildii. Ardindan laminer kabinde; toz,
mikroorganizma ve bakterilerden arindirilmis U.V. 1sin1 ile steril edilmis bir ortamda
steril izolasyon teknigi uygulanmistir. Bu uygulamada steril enjektdr kullanilmas,
siras1 ile 0,45 pm por ¢apli membran filtrelerden siiziilerek, steril filtrasyon islemi
sona erdirildi. Daha sonra ekstreler gliserin ile % 50 oraninda karistirilarak
flakonlara konulmus ve steril sartlarda agizlar1 kapatilmistir. Boylece % 50 gliserin

eklenen ekstreler buzdolabinda +4 °C de 3 yil saklama kosullarina erismis olmustur
[65].
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3.8.2.4 Polenlerin Kuru Agirh@inin Saptanmasi
Kuru agirligin saptanmasinda kullanilmak tizere iki dara kabi alind: ve agirhklar:

belirlendi. Bunun i¢in desikator icerisinde konulan dara kaplar1 110 °C’lik etiivde 2
saat birakildiktan sonra sogutuldu ve tartildi. Polen 6rneginden 10 mg tartildi ve
tizerine 3 ml saf su ilave edildi. Bu karisimdan 1’er ml alindi ve dara kaplarina
konuldu. 110 °C’ye ayarlanmis bir etiivde suyu buharlastirildi. Buharlagsmanin
kolaylasmasi i¢in etiive nem gekici olarak bakir siilfat (CuSO4) konuldu. Bu islemin
sonunda cam kaplar sogutuldu ve tartildi. Elde edilen agirhiktan daranin agirhgi
cikarilarak, materyalin kuru agirligi hesaplandi. Kuru madde miktarinin hesab: polen

ekstrelerinin standardizasyonu i¢in yapilmaktadir [68].

3.8.2.5 Polen Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi
Polenlerdeki protein konsantrasyonunu saptamak i¢in bisinkoninik asit ydntemine

(Walker, 2002) gore calisan BCA Protein Assay Kit kullanildi. Protein 6rnekleri saf
su icerisinde 5:1 (agrlik:hacim) oraninda ¢oziindiiriildiikten sonra 96 kuyucuklu
kaplara 3 tekrarli ve her bir kuyucukta 25 pL olacak sekilde eklendi. Uzerine 200 uL,
kit icerigindeki A reaktifi ile B reaktifinin 50:1 oraninda karistirilmasiyla hazirlanan
BCA belirteci eklenerek 37°C’de 30 dk bekletildi, ardindan 562 nm’de kor ornege
(saf su) kars1 absorbans 6l¢timii alindi (Thermo Scientific Multiskan Go). Standart
grafigin olusturulmasinda ise kit i¢erisindeki sigir serum albumini (“Bovine Serum
Albumin”, BSA) standarti1 ve kor ornek olarak saf su kullanildi. Standart grafigi

olusturuldu. Elde edilen veriler standart grafige gore hesaplanmistir [93].
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1 Polen Morfolojileri ve Olciimler

Polen morfolojilerinin incelenmesi ve polen Olglimleri invert mikroskop altinda
gerceklestirildi. Incelemeler dijital ortama kaydedilmistir. Olgiimlerde intin ve ekzin
Olgtimleri yapilarak her bitkiye ait ortalama polen biiyiikliikleri ve ekzin kalinliklari
saptanmustir (Tablo 4.1).

mrn | EEE

|

0 Longh =667
72 Lengh=T278 m e il

Sekil 4.1 Morus alba L. Polen Ekzin Olgiimleri X40
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Tablo 4.1 Polen Olgiim Sonuglari

TUR POLEN POLEN EKZIN KALINLIGI
SEKLI BUYUKLUGU (ORT.) | (ORT.) (um)
(pum)
Morus prolate- 63,10 5,05
alba L. sferoidal,
Paulownia | oblate- 75,33 7,70

tomentosa | sferoidal

Quercus prolate- 27,94 4,53

robur L sferoidal

Polenin uzun eksenine polar eksen (P), kisa eksenine ise ekvatoral eksen (E) denir. Polar
eksen uzunlugunun ekvatoral eksen uzunluguna boliimiinden (P/E) elde edilen rakama gore
polenin sekli belirlenir. P/E>2.00 ise polen sekli perprolate, P/E: 2.00-1.34 subprolate, P/E:
1.14-1.01 prolate-sferoidal, P/E: 1 sferoidal, P/E: 0.99-0.89 oblatesferoidal, P/E:0.88-076
suboblate, P/E: 0.75-0.50 oblate, P/E< 0.5 peroblate olarak adlandirdir [98].

g | 110: Length = 74,52 pm

D 114; Length = 80,71 pmd N

108: Length = 83,83 ym
109: Length = 60,62 pm

113: Length = 86.05 um

112 Length = 74,73 ym

111: Length = 66,89 pm

Sekil 4.3 Paulownia tomentosa L. Polen Ekzin Ol¢iimleri X40
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103: Length = 70,57 pm

“102. Length = 68,85 um

101: Length = 73,68 pm

Sekil 4.4 Paulownia tomentosa L. Polen Ekzin Olgiimleri X40

132 Length =:30,15.um

Sekil 4.5 Quercus robur L. Polen Ekzin Olgiimleri X40

33



122; Length = 88,74 pm
124: Length = 87,16 ym

123: Lengll) = 73,27 um

121: Length = 84,81 um

Sekil 4.6 Quercus robur L. Polen Ekzin Olgiimleri X40
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4.2 Protein Konsantrasyonlari

Polen ekstrelerinin protein konsantrasyonlari, sigir serum albiimin (BSA) standartlar1
(0.0313, 0.0625, 0.125, 0.250, 0.5, 1 mg/mL) ile ¢izilen standart grafik yardimi ile
saptanmustir. Olusturulan standart grafigin matemetiksel ifadesi, lineer regresyon
dogrusunun denklemi seklindedir. Polen ekstrelerinin protein konsantrasyonu bu

grafik i¢in elde edilen dogru denklemi yardimiyla hesaplanmistir (Sekil 4.7).

y=0,000991136x+0,128787
R =0.998

Absorbans (562 nm)

Konsantrasyon (ug/mL)

(R2=0.998). Sigir serum albiimin (BSA) standartlarinin (0.0313, 0.0625, 0.125, 0.250, 0.5, Img/mL)
562 nm absorbans degerleri kullanilarak ¢izilmistir.

Sekil 4.7 Protein konsantrasyonun belirlenmesinde kullanilan stadart grafik

Calismalar sirasinda kullanilan polen ekstrelerinin protein konsantrasyonlari, polen
ornekleri saf su igerisinde 5:1 (agirlik: hacim) oraninda ¢oziindiiriildiikten sonra
Morus alba L. poleni i¢gin 0,0234 ug/mL, Paulownia tomentosa L. poleni i¢in 0,0625
ug/mL, Quercus robur L. poleni igin ise 0.0130 pg/mL olarak Olgiilmistiir. Elde
ettigimiz sonuglara gore calisilan {ic bitki polenleri icerisinde saf Olgiimler ile
kiyaslandiginda Paulownia tomentosa L polen protein konsantrasyonu en yiiksek
bitkidir.
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Allergopharma markali ticari polen ekstraklar1 Asistan Med. San. Tic. Ltd. $ti.’den
temin edilmistir. Kontrol grubu olarak kullanilmigtir ve elde edilen polen
ekstraklarimin protein konsantrasyonlar1 6lgiilerek karsilastirilmistir. Morus alba L
icin 1376,992663 ng/mL, Paulovnia tomentosa L. igin 1640,326857 pg/mL,,
Quercus robur L igin 1418,695652 pg/mL olarak 6l¢iilmiistiir. Paulovnia tomentosa

L bitkisinin ticari kiti bulunmamaktadir.

Tablo 4.2 Polen Konsantrasyon Ol¢iim Sonuglari

Tiir Ortalama Standart Protein
Absorbans | sapma konsantrasyonu
Degeri

Quercus robur L. 0.873 0.030923 1010.40994

Ticari

Quercus robur L. 1.277 0.038378 1418.695652

Saf

Morus alba L. 0.653 0.018373 788.44242

Ticari

Morus alba L. 1.236 0.019026 1376.992663

Saf

Paulovnia tomentosa | 1.497 0.120269 1640.326857

L.

Saf
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BOLUM 5
TARTISMA
Polenler tagimis olduklar1 proteinler veya glikoproteinler nedeniyle alerjik etki

gostermektedir, suda ¢oziinebilen proteinler ayrica siklikla glikoprotein yapidadir ve
polenin disi organina ulasarak gerekli sicaklik ve neme ulagsmasiyla meydana gelen
uyum reaksiyonlar1 sonucu, polen tiipliniin olusumu, biiylimesi ve gelismesinde
onemli bir role sahip olan proteinlerdir [70, 71]. Son yillarda yapilan ¢alismalar,
aeroalerjenlerin sebep oldugu alerjik hastaliklara sahip bireylerin sayisinda énemli

bir artis oldugu gosterilmistir [69].

Polinizasyon doneminde polenler en sik riizgar ve bdceklerle tasmmaktadirlar.
Boceklerle tozlagsma saglayan bitkiler genellikle az miktarda ve ylizeyleri girinti
cikintili ayrica yapiskan polenler iiretirken; riizgarla tozlasma saglayan bitkiler, ¢cok
miktarda, kuru, hafif, kiigiik, yiizeyleri diiz olan polenler iiretmektedirler. Bunun
amac1 riizgar ile uzak mesafelere tasinabilirligi saglaylp dollenme olasiligini

arttirmaktir [71].

Bu polenlerin bir kism1 disi organa ulasip tozlasma saglarken, takip eden dollenme
ve tohum olusumu ile bitkinin devami saglanir. Disi organa ulasamayan havada asl
kalan polenler ise alerjenik proteinler olarak, solunum sistemimizin burundan
baslayarak akciger bronglarinma ulasabilmekte; boylelikle de duyarli bireylerde
alerjik rinokonjunktivit ve alerjik astim bronsiyel gibi solunum yolu hastaliklarina

neden olabilmektedirler [71].
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Polen alerjisi tanisinin ilk basamaginda, yasanilan bdlgede maruz kalinan polenlerin
tespit edilmesi gerekmektedir. Polenlerin yapilari, havadaki miktarlari, ve
alerjenitelerinin histokimyasal 6zellikleri bulunduklar1 cografik bolgeye, iklime ve
cevre kosullarina gore degisebilmesi miimkiin oldugundan [69]. Alerji tan1 ve tedavi
yontemlerinin gelistirilmesinde, klinik testlerle ve molekiiler analizlerle hastalarin
yasadig1 bolgede saptanan polenler ile calismak gerekmektedir. Saflastirilmis dogal
alerjenlere kars1 yaygin olarak kullanilan arglimanlar, preparasyonlarin arasinda
saflik farkmin olabilecegidir. Cok az miktarda kontaminant alerjen, yaniltic1 pozitif
sonuglar verebilir ve spesifik Ig E konsantrasyonlarinin hatali bulunmasina sebep

olabilir.

Rekombinant veya saflastirilmis dogal alerjenler, alerji tedavisi i¢in kullanilan
ozellestirilmis immunoterapi i¢in uygun polen asist se¢cimi icin gerekli olan
sensitizasyon (duyarlanma) paternlerinin calisilmasinda 6nemlidirler. Rekombinant
alerjenlerin bir ¢ogu, spesifik Ig E' nin in vitro analizlerinde miikemmel denilecek
kadar 1yi bir performans gosterirler, saflastirilmis dogal alerjenler iyi bir alternatif
olabilirler. Baz1 durumlarda dogal alerjenler, onlarin rekombinant kopyalarindan ¢ok
daha iyi performans bile gosterebilirler. Dogal alerjenlerin avantaji ise bakteri icinde
iiretilen rekombinant alerjenlerden daha yiiksek immunoreaktivite gostermeleridir.
Sebebi, bakteriyel ekspresyon sisteminde rekombinantlarin uygun katlanmasinin

basarilmasinin zor olabilmesidir [72].

Rekombinant DNA teknolojileri yolu ile hazirlanan bu rekombinant alerjenlerin
maliyeti oldukga yiiksektir. Alerjenlerin yiliksek saflikla elde edilebildikleri polen
ekstraktlarininda alerji tani testleri ve alerjen immunoterapilerde kullaniminin
oniinde bir engel goriilmemektedir. Ayrica polen ekstraktlar1 alerjenlerin daha fazla
izoformlarin1 iceriyor olmalar1 sebebi ile daha 6n planda tutulabilir. Bu tez
calismasinda elde ettigimiz polen ekstrelerini ticari olanlar ile kiyaslayarak
uygunluk, farklilik, istiinliik, benzerlik olarak kiyaslama firsat1 bulduk. Amacimiz
dogrultusunda ithal edilen kitler ile kendi iiretimimiz olan polen soliisyonlarini
kiyaslayarak uygun fiyath ve yerli bir tani testi amact ile polen ekstraktlar
hazirlayabilmektir. Bununla birlikte hazirlanan soliisyonlar ile  spesifik
duyarlanmalara ek olarak ilgisiz alerjen duyarlanmalar1 olusturmamak icin

saglanmas1 gerekli tek sey ‘yliksek saflik’ sorunudur.
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Bu noktadan hareketle bu tez ¢alismasinda, Ak Dut (Morus alba L.), Sapli Mese
(Quercus robur L.) ve Prenses Agaci (Paulownia tomentosa L.) polenlerinin

alerjenitesi ve alerjenik proteinleri arastirilmistir.

Quercus sp., Fagaceae ailesindeki en genis cinstir (Dufour D ve dig..2004) Mese
(Quercus spp.) polen alerjisi Avrupa ve Kuzey Amerika’ nin bazi1 bolgelerinde biiyiik
bir sorundur. Ispanya’ da, Madrid’ te, polen alerji hastalarin %14’ i (Quercus spp.)
Mese polenine karsi duyarlilk kazanmustir. isve¢’ te ise bu rakam polen alerjik
bireylerde bahar aylarinda %70-80" lere ¢ikabilmektedir. Que a 1, 6nemli bir Mese
(Quercus spp.) polen alerjenidir ve PR-10 protein ailesine aittir. ilgili aga¢
polenlerinden (Bet v 1, Aln g 1, Cor a 1, Car b 1), meyvelerden (Mal d 1, Pru av 1,
Pyr ¢ 1), ve sebzelerden (Api g 1, Dau c 1) elde edilen diger PR-10 alerjenleri gibi
benzer Ig E baglanmas1 sebebi ile Bet v 1 ile yiiksek oranda capraz reaktivite
gostermektedir. Pek ¢ok PR-10 alerjeni rekombinant alerjenler olarak klonlanmis,
gen dizilimi ¢6zlimlenmis ve kodlanmis olmasina ragmen, Que a 1’ in biyokimyasal
ve immiinolojik ozelliklerine ait veriler sinirhidir. Ipsen ve Hansen [72] ,polen
ekstraktindan Que a 1’ 1 saflastrmiglar ve ayrilmis alanlarla birlikte 24 rezidi
uzunlugundaki N terminal aminoasit dizilimini agiklamislardir [72]. Daha sonra
yapilan ¢alismalarda (2008) mese polen ekstraktlarindan native (n) Que a 1’ i, Bet v
1’ e kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlar yardimi ile afinite kromotografisi
kullanarak saflagtirmiglar, immiinolojik ve biyokimyasal olarak 6zelliklerini
belirlemislerdir. Mese polen alerjisinin tanisi, farkli bitkilerin desiminasyon
donemleri ile es zamanli olmasi nedeniyle zor olabilir ve hasta organlarmn polen

ekstraktlar1 ile provokasyonu genellikle yapilmaz. Bu taniy1 zorlastiran bir durumdur

[91].
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Literatiir taramalarinda Morus alba ve Paulownia tomentosa bitkilerine dair
Ol¢ctimlerimiz sonucu protein konsantrasyonun yogunlugu, desiminasyon doneminin
bircok farkli tiir bitki ile ayni doneme geldigi ve alerjenlerin gapraz reaksiyon
gosterebildigi goz oniinde bulundurulunca bu tiire ait bitkilerin alerjen proteinlerinin
saptanmas1 ve arastirilmasi da gerekmektedir. Ozellikle Paulownia tomentosa bitkisi
hizl1 biiyiime gostermesi 6zelligi agisindan ¢evre ve peyzaj diizenlemede siklikla
tercih edilen bitkiler arasindadir. Bu bitki ¢cok fazla polen iiretmesi, siklikla tercih
edilmesi, polen yogunlugu, protein konsantrasyonunun yiiksek olmasi, polenlerin
uzun siire atmosferde serbest halde kalmasi dolayisi ile alerjen olusturma riski
artmaktadir. Peyzaj diizenlemede bu tir fazla polen yayan bitkilerin
kullanilmamasina dikkat edilmesi ¢ok sik oldugu bolgelerin gerekirse yeniden
diizenlenmesi toplum sagligi, yasam kalitesini yiikseltme, ila¢ kullanimimi azaltma,
toplumsal olarak saglik standartlarin1 daha makul seviyelere getirebilmek i¢in dnemli

bir yere sahiptir.

Polen alerjilerinin tespiti i¢in, bugiin kullandigimiz basit polen ekstraklar1 yerine,
rekombinant alerjen asilarmin kullanilacagr spesifik immunoterapi tedavileri
gelistirilmektedir. Daha etkili ve 6zellestirilmis olan immiinoterapisel tedaviler ile
ilgisiz  alerjenlere karst olusabilecek yeni alerjilerin  Oniine  gegilmek
hedeflenmektedir [91]. Amacimiz alerji tan1 testlerinde kullanilan deri prick, nazal
provakasyon testleri gibi kullanilan ticari formlarla fark ve benzerliklerini tespit
ederek hazirlanan c¢ozeltilerin yerli iiretimine gecilebilmesi ve yerli alerjen kiti

iiretimi bakimindan eksiklerinin giderilmesi i¢in ilk adimlar1 atmaktir.

Tiirkiye’de alerjik hastaliklarin tansi ve tedavisi amaciyla kullanilan materyallerin
Tiirkiye kokenli olmasmi savunmaktayiz. Cilinkii bitkinin yetistigi iklim, dogal
kosullar, sicaklik, nem gibi bircok farkli sebepten protein igerikleri ve yapilari
degisebilmektedir. Bu anlamda hazirlamis oldugumuz ekstraktlarin daha sonra major
ve mindr alerjen karakterizasyonu tespiti yapilarak yerli liretim i¢in temel materyal

olarak kullanilabilir niteliktedir [25].
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